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Fluorimetric determination of indolil-3-acetic acid in Lupine

The quantification of the phytohormone, indotil-3-acetic acid (IAA). in methanolic extracts of etiolated

hypocotyls of Lupine by a fluorimetric method, has been investigated. The application of the established
criteria for the use of this method shows that the observed fluorescence corresponds to the fluorescent 1AA
derivative, and that the other components of the methanolic extracts do not interfere in the measure. So, it is
possible to quantify directly the IAA in the methanolic extracts without previous purification.

RESUMEN

Se ha estudiado la determinacion de la fitohormona acido indolil-3-acético (AlA). en extractos metandli-
cos de hipocotilos etiolados de altramuz. mediante un método fluorimétrico. Aplicando los criterios estableci-
dos para la utilizacion de dicho método, se comprueba que, la medida fluorimétrica corresponde al derivado
fluorescente del AIA, y que otros componentes naturales presentes en el extracto no interfieren de forma
apreciable en la medida. Todo lo cual permite realizar la cuantificacion directa de AIA en el extracto metand-

lico inicial.

INTRODUCCION

La investigacion relativa a la hormona vege-
tal acido indolil-3-acético (AlA) implica. en
ocasiones, la necesidad de realizar determina-
ciones de los niveles enddgenos. cuya principal
dificultad estriba en la baja concentracion de
hormona en los tejidos vegetales (del orden de
los pg por Kg de peso fresco).

Durante muchos anos, el fnico procedi-
miento para la determinaciéon de auxinas en
material vegetal ha consistido en la utilizacién
de bioensayos basados en diferentes efectos fi-
siolégicos producidos por la hormona: ensayo
de la curvatura del coleoptilo de avena, del cre-
cimiento recto de secciones del coleoptilo de
avend, el de la curvatura del tallo hendido de

guisante, entre otros (BONNER, 1933; WENT &
THIMANN, 1937).

Si bien los bioensayos poseen una gran sen-
sibilidad. presentan sin embargo graves incon-
venientes debido principalmente a la inespecifi-
cidad de la respuesta, ya que otras hormonas
vegetales, asi como diversos metabolitos, pue-
den interferir positiva o negativamente con el
efecto producido por las auxinas.

En la actualidad se han desarrollado otras
técnicas de analisis para reemplazar el ensayo
biolégico, basadas en métodos fisicoquimicos:
métodos cromatograficos (SEELEY & PO-
WELL. 1974; SWARTZ & POWELL, 1979; DU-
RING. 1977; FRANKENBERGER & BRUNNER,
1983; WURST et al., 1980; CROZIER et al.,
1980); métodos de espectrometria de masas
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(CARUSO et al., 1978; HEIKES., 1980; Mc-
DOUGALL & HILLMAN, 1978; ALLEN et al.,
1979; LITTLE et al., 1978): métodos fluorimé-
tricos (MUKHERIJEE et al., 1981: STOESSL &
VENIS, 1970; IINO et al., 1980; MOUSDALE,
1980; MOUSDALE et al., 1978:; ELIASSON et
al., 1976; KNEGT & BRUINSMA. 1973; PLIE-
NINGER et al., 1964).

Los principales problemas que plantean di-
chas técnicas radican en la necesidad de elimi-
nar del medio las sustancias que puedan interfe-
rir en la cuantificacion de la auxina, lo que
puede requerir procesos largos de purificacion
del extracto vegetal (KNEGT & BRUINSMA,
1973; BANDURSKI & SCHULZE, 1974; LIU &
TILLBERG, 1983).

En 1970, Stoess] y Venis pusieron a punto un
método fluorimétrico para la determinacion de
AlA en extractos vegetales, basado en la me-
dida de la fluorescencia del derivado 2-metilin-
dol-a-pirona (2-MIP), obtenido por reaccion de
AIA con anhidrido acético. Desde su publica-
cion este método ha sido ampliamente utilizado
(ELIASSON et al., 1976; KNEGT &
BRUINSMA, 1973), pero investigaciones poste-
riores han demostrado que la reaccién con an-
hidrido acético es especifica para los com-
puestos indélicos dcidos y neutros con un me-
tileno en la cadena lateral del C-3 (MOUSDALE
et al., 1978; BOETTGER et al., 1978). algunos
de los cuales (4-CI-AIA:; 5-OH-AIA) se han de-
tectado en extractos de diferentes especies
(MARUMO et al., 1968; WEST, 1959), junto con
AlA. Por otra parte. las medidas de fluorescen-
cla pueden estar distorsionadas seriamente por
los efectos de dispersion de la luz causados por
compuestos no caracterizados presentes en los
extractos vegetales (KAMISAKA & LARSEN,
1977).

De todo lo anterior se deduce que para llevar
a cabo una estimacion correcta de la auxina por
el procedimiento fluorimétrico, es necesario
realizar previamente una serie de comprobacio-
nes en el extracto a utilizar. Estos criterios de
fiabilidad han sido propuestos por MOUSDALE
(1980). después de un intenso estudio. y sumi-
nistran informacion en dos aspectos funda-
mentales:

—Sobre la naturaleza quimica de la sustancia
fluorescente presente en el extracto. Mediante
estudios espectrales se confirma que la fluores-
cencia medida corresponde al 2-MIP y no a
otros fluordforos.

—Sobre la existencia en el extracto de sus-
tancias interferentes que distorsionen la medida
de fluorescencia. Se deduce a partir de medidas
de la turbidez del medio. cuantificacion cons-
tante de la concentracion de AIA a tiempos va-
riables y cinética de descenso de la fluorescen-
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cia detectada. asi como de los datos espectra-
les.

El objetivo del presente trabajo es poner a
punto un procedimiento fluorimétrico que per-
mita realizar una correcta determinacion del ni-
vel de AIA en extractos de hipocotilos etiola-
dos de altramuz. especie cuyo crecimiento y
metabolismo auxinico es investigado en nuestro
laboratorio. Para ello, se han aplicado los crite-
rios de fiabilidad propuestos por MOUSDALE
(1980) a extractos brutos o sometidos a dife-
rentes etapas de purificacion.

MATERIAL Y METODOS.
MATERIAL VEGETAL

Las semillas de altramuz (Lupinus albus L.) se
mantienen en imbibicion durante 24 h en oscuridad.
Se siembran en bandejas de plastico, utilizando como
soporte inerte vermiculita. Las plantulas crecen en
total oscuridad y a 25° C. manteniéndose el nivel de
humedad con riegos diarios. Al cabo de 8 dias se
procede a cortar secciones de 0.5 ¢m de localizacion
definida con respecto al apice, congelandose a —20° C
hasta su uso.

EXTRACCIC)N Y PROCEDIMIENTOS DE PURI-
FICACION

La extraccion del material vegetal se realiza segin
el método indicado por KNEGT & BRuiNSMA (1973),
con modificaciones: cantidades variables de material
congelado se trituran en frio con metanol frio conte-
niendo 100 mg/l de 2.6-di-ter-butil-p-cresol (BHT) en
proporcion de 20 ml de extractante por cada g de
peso fresco, con un homogeneizador Polytron® PT
10-35. Una vez homogenizado el material se adiciona
AIA-C" (0,085 uCi/g) disuelto en metanol conte-
niendo | mg/ml de BHT, para controlar pérdidas du-
rante el proceso. La extraccion se realiza a -15°C
durante 90 min y oscuridad. La suspension metano-
lica se filtra sobre papel Whatman N.° 5y el residuo
se lava con metanol hasta obtener un volumen final
de extracto correspondiente a la relacion peso/volu-
men indicada.

Para la purificacion del extracto bruto se han utili-
zado los siguientes procedimientos:

1) El procedimiento modificado por KNEGT &
BRUINSMA (1973). en el que se utiliza PVP.

2) El procedimiento modificado propuesto por AT-
suMi, KuralsHl & HAyasHI (1976), con dicloro-
metano.

3) El procedimiento propuesto por Liu & TILLBERG
(1983), con modificaciones (fig. 1).

4) Desarrollo cromatografico en poliamida del ex-
tracto bruto, utilizando como eluyente benceno:
acetato de etilo: acido acético (70:25:5), conte-
niendo BHT 100 mg/1 (INo et al., 1980).

El control del rendimiento en las distintas eta-
pas se realiza midiendo la radiactividad de ali-
cuotas de 0.1 ml en un contador de centelleo li-
quido Rack Beta Modelo 1211, utilizando para



14 Medida radiactiva
Extracto metanélico + AIA-C = -

Medida fluorimétrica

Adicién P04HK 0,1 M pH=9

2

Concentrar hasta fase acuosa
Acidificar con CLH 2,5 N hasta pH=3

a
Extraccidén trifisica (24 h, oscuridad, 49C, agitacidn)
Fase 1: Tampdn fosfato O,1 M pH=3

Fase 2: Acetato de aetilo + BHT (10 mg/100 ml) saturado
en P()“HK2 0,05 M
Fase 3: Bolsa de didlisis con PO HK, 0,05 M pH=§

fase 3 a pH=3 con ClH 2,5 N

|

Extraccién (4 h, oscuridad, 4®C, agitacidn)

con acetato de etilo + BHT (10 mg/100 ml)
Oecantar acetato de etilo

Pasar por columna 504Na (6 g) y algoddn (0,2 @)

2
prelavada con acetato de etilo

Concentrar hasta volumen reducido

Oesarrolio cromatografice

Soporte: Poliamida-6-uUV (20x20 cm, O,1 mm espesor}

254
Eluyente: Benceno:acetato de etilo:ac. acdtico (70:25:5) +

BHT{100 mg/1)

Detaccidén banda con radiocromatégrafe

Eluir banda con metanol + BHT (1 mg/ml)

l Medida
. radiactiva
(1g} v algoddén(0,1g)m|
2 Medida
fluorimétrica

Pasar por columna 504Na

FiGURA 1. Esquema del procedimiento de purifica-

cioén 3 (véase Material y Métodos). a, las relaciones

de los volimenes utilizados entre las fases del pro-

ceso de extraccion son: 1:1,5:0.5, para las fases 1. 2y

3. respectivamente. b, las placas cromatograficas son

previamente lavadas con acetato de etilo-acido acé-
tico (95:5), dejandolas secar a continuacion.

Scheme of purification procedure 3 in Material and Methods. @ In the

extraction. the volume ratio is 1:1.5:0.5 for phase 1. phase 2 and phase

3 respectively. b The TLC plates were washed by eluating with ethyl
acelale: acetic acid (95:5. viv) and air dried.

cada ensayo 10 ml de centelleador (4 g de PPO:
0.2 g de POPOP: 667 ml de tolueno y 333 ml de triton
X100).

REACTIVOS Y DISOLVENTES

Los reactivos usados han sido: AlA (Merck),
AIA-C'" (Radiochemical Centre. Amersham);
PVP (insoluble. Sigma); acido trifluoracético (es-
pecial para espectroscopia. Merck); anhidrido
acético (reactivo analitico. AnalaR); BHT (BDH).

Estos reactivos fueron usados sin alguna otra puri-
ficacion. Entre los disolventes utilizados: metanol
(para cromatografia LiChrosolv, Merck) redestilado;
diclorometano (para analisis, Merck) redestilado;
acetato de etilo (para andlisis, Merck) redestilado;
benceno (para analisis, Merck) redestilado: acido
acético (puris. A. R.. Koch-Light Laboratories Ltd)
redestilado.

DETERMINACION FLUORIMETRICA

Para la determinacion fluorimétrica del AlA se
procede bien con extractos brutos o purificados, se-
gun los procedimientos indicados, de la siguiente
forma: alicuotas de 0.1 ml de los extractos metandli-
cos se depositan en tubos de ensayo conicos (1,5x10
c¢m), cuidando que la disolucion no quede en las pa-
redes del tubo. Se concentra a sequedad eliminando
el disolvente por evaporacidn a presion reducida y a
temperatura ambiente. Al residuo seco se le adiciona
0.1 ml de reactivo fluorimétrico previamente enfriado
a 0° C. Dicho reactivo esta formado por volimenes
iguales de anhidrido acético y acido trifluoracético.
La reaccion transcurre a 0° C deteniéndose a los 15
min por adicion de 4 ml de agua destilada.

La fluorescencia se mide con un espectrofluorime-
tro SPF-500" de Aminco acoplado a un registrador
X-Y Aminco 7040 A/7041 A.

La fuente de luz es el arco de una lampara de xe-
non. Los maximos de excitacion y de emision en los
que se realizan las medidas son 440 nm y 490 nm,
respectivamente (IINO et al., 1980), y la anchura de
banda es de 5 nm en ambos casos. La medida de la
tfluorescencia se realiza a los 60 s después de detener
la reaccion, para evitar el efecto de las burbujas for-
madas en la solucion sobre la dispersion de luz
(MouUSDALE, 1980). obteniéndose el valor de la fluo-
rescencia relativa (F,).

Para la cuantificaciéon de AIA en los extractos se
procede segin el método propuesto por STOESSL &
VENIS (1970). en donde la cantidad de AlA enddgeno
viene dada por la abscisa en el origen de la recta de
calibrado obtenida al representar F,~F, frente a la
cantidad de AlA adicionado (0. 5, 10, 15 ng). siendo F,
la fluorescencia inicial y F, la residual al cabo de 24 h
de haber detenido la reaccion.

RESULTADOS Y DISCUSION
ESTUDIOS ESPECTRALES

De acuerdo con MOUSDALE (1980), la fluo-
rescencia medida debe estar asociada a un fluo-
roforo que tenga el espectro de excitacion vy
emision del 2-MIP, si bien el espectro de exci-
tacion puede estar distorsionado por la presen-
cia de otros componentes del extracto, lo cual
puede ser evaluado por reaccion de AIA autén-
tico en presencia del extracto.

Las experiencias realizadas con tal fin pro-
porcionan los resultados recogidos en la tabla 1.
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TaBLA 1.

Espectros de fluorescencia y porcentaje de transmitancia del derivado fluorescente de extractos

brutos y purificados de hipocotilos de altramuz. a, maximo principal de excitacion. b, la adicion de 5 ng de

AlA puro a una alicuota del extracto bruto se realiza antes de la reaccién con anhidrido acético. ¢, para la

medida de la transmitancia a 510 nm se utiliza como referencia agua destilada. Para los procedimientos de
purificacion, véase Material y Métodos.

Fluorescence spectra and transmission ol the fluorescent derivative of crude and purified extracts of lupinus hypoc'otyls: a Principal excitauon
maximum. & Aliquot ol sample mixed with 5 ng [AA before reaction with acetic anhy@ride. ¢ Transmission measured against distilled water blank. For
the purification processes see Material and Methods.

Maximos de excitacidon Maximo de emision % T
Muestra (hemi = 490 nm) (Aexci = 440 nm) (510 nm)
AlA 267, 310, 420, 4502 490 100
Extracto bruto 265, 330, 4202, 450 490 97
Extrac. bruto + 5 ng AIA® 265, 310, 4202, 450 490 97
Procedimiento 1 270, 375, 4202, 450 490 98
Procedimiento 2 270, 3352, 415, 450 490 98
Procedimiento 3 265, 310, 4202, 450 490 100
Procedimiento 4 265, 310, 4202, 450 490 99’9

Como resultado de este estudio espectral se
concluye que tanto en extractos brutos como en
purificados se presenta un pico de emision bien
definido a 490 nm similar al obtenido al reac-
cionar AlA puro con anhidrido acético. En
cuanto a los maximos de excitacion obtenidos
para el extracto bruto, son semejantes a los
obtenidos con AlA puro exceptuando el des-
plazamiento del pico a 310 que en este caso
aparece alrededor de 330 nm. Cuando se puri-
fica mediante el procedimiento de dialisis (L1U
& TILLBERG, 1983), o por cromatografia en
capa fina (IINO et al., 1980). se restablece la
posicion de este pico. Por el contrario no supo-
nen mejoras espectrales los procedimientos de
purificacién con PVP (KNEGT & BRUINSMA,
1973), y diclorometano (ATSUMI et al., 1976).
Otra diferencia con respecto al AIA puro radica
en la localizacion del maximo principal. que sin
embargo queda confirmado como caracteristico
de nuestro extracto a 420 nm al mantenerse su
posicion tras adicionar a una alicuota del ex-
tracto bruto 5 ng de AIA puro antes de la reac-
cion con ahidrido acético.

% TRANSMITANCIA (510 nm)

La existencia de opalescencia en las solucio-
nes destinadas al andlisis por fluorescencia
puede originar una medida distorsionada
(MOUSDALE, 1980); por ello, se procede a me-
dir el % T a 510 nm de los extractos brutos y
purificados. Los resultados vienen dados en la
tabla 1, y de ellos se deduce que nuestros ex-
tractos brutos no presentan este fenomeno de
una forma acusada, ya que sus valores estan
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proximos al 99% exigido por MOUSDALE
(1980). Por otra parte, los tratamientos de puri-
ficacion con PVP utilizados por Mousdale para
eliminar este tipo de sustancias (de naturaleza
fendlica acida que pudieran esterificarse du-
rante el ensayo de reaccion y que se insolubili-
zaran en el medio acuoso adicionado para dete-
ner la reaccién), no proporcionan una mejora
sustancial respecto al % T del extracto bruto.
Sin embargo. un ligero aumento en el % T se
consigue cuando se somete el extracto bruto a
un procedimiento de purificacion por dialisis
(L1IU & TILLBERG, 1983), o por desarrollo
cromatografico en poliamida (1INO et al., 1980),
alcanzandose un 1009 y 99,9%, respectiva-
mente. Dichas mejoras en el % T no parecen
implicar, en ensayos previos realizados y que
son objeto de estudios posteriores, variaciones
en la cuantificacién con respecto a los extractos
brutos.

CINETICA DE DESCENSO

Después de la adicion de agua para detener la
reaccion, la fluorescencia del 2-MIP desciende
de acuerdo con una cinética caracteristica
(MOUSDALE. 1980), debido a la inestabilidad
del derivado frente a la luz.

Esta cinética de la pérdida de fluorescencia
se da en nuestros extractos como indica la figura
2. La vida media del fluoréforo es de aproxi-
madamente 15 min después de detener la reac-
cion. ya que en ese momento ta fluorescencia
alcanza valores que oscilan alrededor del
40-509% . en los distintos ensayos, con respecto
al inicial. MOUSDALE (1980) observa asimismo



variaciones en la velocidad de descenso segun
el tipo de material. La caida es mas lenta desde
30 a 120 min. estabilizandose practicamente a
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FiGurRA 2. Descenso de la fluorescencia del deri-

vado a-pirona con el tiempo después de detener la

reaccion. (x—x) Extracto de plantulas de altramuz.

(0—0) Extracto + 5 ng de AlA puro. F, = fluorescen-

cia inicial; F, = fluorescencia residual 24 h después
de detener la reaccion.

Decay of fluorescence of x-pirone derivative with the time. after

stopping the reaction. Extrac (x—x) and extract + 5 ng pure IAA (0—0).

F, = initial fuorescence: F, = background fluorescence 24 h after
stopping the reaction.
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FIGURA 3.

partir de este momento en un valor residual de
aproximadamente un 7% con respecto al inicial.

La figura 2 muestra que la adicién de AIA
puro al extracto bruto no modifica la cinética.
Los extractos purificados presentan cinéticas
semejantes asi como valores muy préoximos de
Fr a las 24 h.

CUANTIFICACION A DISTINTOS TIEMPOS

MOUSDALE (1980) establece que para asegu-
rar la fiabilidad de la medida de AIA, es nece-
sario que fa cuantificaciéon no varie apreciable-
mente con el tiempo. ya que si en el medio
existieran ademas del 2-MIP otros fluordforos
de fluorescencia variable con el tiempo, la
cuantificacion de AlA seria imposible.

Los resultados obtenidos en relacion con este
punto en nuestros extractos se representan en
la figura 3. encontrandose una cuantificacion
independiente del tiempo hasta los 8 min des-
pués de detener la reaccidon, tanto en extractos
brutos (A) como en purificados (B). Otros en-
sayos con extractos brutos indican que la cuan-
tificacion es constante hasta 30 min después de
detenida la reaccion.

SENSIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD
DEL METODO FLUORIMETRICO

Ademas de la comprobacion de los criterios
propuestos por Mousdale. se han realizado di-

Pt . N N

Sh ] 5 10

fonado fngy

Cuantificacion de AlA a tiempos variables (2, 4. 6. 8 min) después de detener la reaccion. A,

Extracto bruto de hipocotilos de 'allramuz; B. Extracto purificado por el procedimiento 2 (véase Material y
Métodos). Fi = fluorescencia inicial; Fr = fluorescencia residual 24 h después de detener la reaccion.

Determination of 1AA at variable times (2. 4, 6. 8 mm)'aﬂer stopping the reaction. A, Crude extract of lupinus hypocotyls. B. Extract purified by
procedure 2 (See Material and Methods). Fi = initial fluorescence; Fr = Background fluorescence 24 h after stopping the reaction.
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versos ensayos a fin de establecer la sensibili-
dad y reproducibilidad del método fluorimétrico
aplicado a nuestros extractos. El limite inferior
de deteccién puede establecerse en aproxima-
damente 1 ng de AlA por 0.1 ml de extracto
bruto. Concentraciones superiores a 30 ng/0,1
mi ya no proporcionan un valor lineal de fluo-
rescencia, con 1o que en este caso el extracto
debe diluirse antes de proceder a su medida.
Las determinaciones de AlA en diferentes ali-
cuotas de 0.1 ml correspondientes a un mismo
extracto bruto, presentan una reproducibilidad
aceptable ya que, por ejemplo. para un valor
medio de 9,74 ng/0.1 ml la desviacidén tipica es
de +0.38 ng. Finalmente, la determinacion de
AlA en dos muestras vegetales correspondien-
tes a hipocotilos de plantas de igual edad y ta-
maino proporciona un valor medio de 2.66 ng de
AlA por 0,1 ml de extracto bruto, con una des-
viacién tipica de +0.43, lo que indica una buena
reproducibilidad del proceso de extracciéon de la
auxina del material vegetal.

En resumen, puede concluirse tras el estudio
efectuado que es posible realizar una determi-
nacion fiable y reproducible del A1A presente
en un extracto metandlico de hipocotilos etiola-
dos de altramuz. obtenido segin el procedi-
miento descrito. Los diferentes procesos de pu-
rificacion a los que se ha sometido el extracto
bruto no introducen variaciones sustanciales en
ninguno de los criterios exigidos por MOUS-
DALE (1980). Este hecho implica que la cuanti-
ficacion en extractos brutos debe coincidir con
la cuantificacién de extractos purificados, una
vez corregidos los valores con los rendimientos
deducidos del AIA radiactivo incorporado. Los
primeros resultados asi lo indican y deben de
confirmarse en un estudio posterior mas deta-
llado.
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